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Resumo

Tardigrados (Filo Tardigrada) sdo animais invertebrados conhecidos como ursos d’dgua, que existem em
quase todas as localidades do planeta, encontrados do Artico até a Antartida, alto do Himalaia até 6000 m de
profundidade oceédnica. A presenga dos animais em ambientes tdo diversos se deve a sua capacidade de entrar
em criptobiose, estado induzido por condi¢des adversas, no qual os animais sobrevivem a desidratagao,
temperaturas de -192 °C até acima de 100 °C, pressdo de 7500 Pa, niveis de radia¢bes de 7000 Gy, entre outras
condigdes. Atualmente, o filo tem sido mais investigado, em razdo da sua capacidade de tolerar condigbes
extremas, as quais sdo interessantes do ponto de vista biotecnolégico. Também possui importancia para
estudos de filogenia de metazoarios, estudos de evolugdo e tambem para a astrobiologia. N&o existem
relatos de trabalhos de criptobiose e cultivo dos animais no pais, sendo o primeiro do género. O trabalho
buscou estabelecer uma cultura de tardigrados limno-terrestres em laboratério, isolados da natureza e
também encontrar metodologias alternativas ao uso de dessecadores quimicos para a desidratacdo e testes
de anidrobiose. Estabeleceu-se com sucesso um cultivo do tardigrado Macrobiotus hufelands, utilizando-se a
microalga Chlorella vulgaris como alimento, em pequenos recipientes plésticos de aproximadamente 30 mm
de didmetro e 20 mm de altura, realizando-se a troca do alimento e da 4gua a cada dois dias. As metodologias
de desidratagdo propostas alcangaram indices de sobrevivéncia de 70 e 77,73%, similares aos relatados na
literatura, podendo constituir alternativas mais simples para estudos com anidrobiose.
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Establishing a culture of limno-terrestrial tardigrada in laboratory and development of alternative
methods of tardigrada dehydration

Abstract

Tardigrades (Phylum Tardigrada) are invertebrate animals also known as water bears, that occurs almost in every
locations on Earth, from the Arctic to Antarctic, from Himalayan top to the bottom of the ocean. One of the reasons
that the animals can live in such places lays on his cryptbiotical hability, state that it’s induced by hard conditions.
In such state, they can survive desiccation, temperatures from -192 °C and up to 100 °C, pressure of 7500 Pa,
radiation levels of 7000 Gy and another’s conditions. Currently, the phylum has been deeply investigated, since
the cryptobotical phenomenon it's extremely interesting from the point of view of Biotechnology. The phylum it’s
also important to metazoan phylogeny studies, evolutionary studies and to astrobiology. There is no relates from
cryptobiotical studies and lab rearing of tardigrades in Brazil, so this is the first work of the genera. The present
work had as objectives: establishing a rearing system of a limno-terrestrial Tardigrade and also the development
of alternatives methods of dissecation of the animals, alternatively the use of dessicators and chemical solutions. It
has been established successfully a culture of the Tardigrada Macrobiotus hufeandi, using the microalgae Chlorella
vulgaris as food, in small plastic containers of about 30 mm diameter and 20 mm in height, with water and food
being exchanged every two days. The proposed methods of dehydration achieved survivor rates of 70 and 77%,
similar results of existing studies in the literature and may be simpler alternatives to anhydrobiosis studies.
Keywords: Tardigrada. Lab rearing. Cryptobioses. Dessication.

1 INTRODUCAO

Tardigrados, também conhecidos como ursos d’dgua, sdo pequenos metazodrios com
tamanho variando de 0,1 mm até 1,2 mm, os quais constituem um filo a parte (Filo Tardigrada).
Possuem quatro pares de patas com garras, 6rgaos visuais similares a “olhos” (GREVEN, 2007);
sistema muscular complexo (SCHIMIDT-RHAESA; KULESSA, 2007); 6rgédos osmorregulatérios
(HALBERG et al., 2009); um aparelho de alimentagdo e sistema reprodutivo extremamente
desenvolvido (JACOBSEN, 1996; BERTOLANI; REBECCHI; BECCACCIOLL 1990),
demonstrando a complexidade desse animal, apesar de seu tamanho diminuto.

Os tardigrados podem ser divididos em duas classes: Heterotardigrados, os quais apresentam o
corpo coberto por uma armadura, e eutardigrados, que ndo apresentam armadura. Sdo encontrados
desde o fundo de oceanos até as mais altas montanhas (NELSON, 2002). Podem habitar desde
ambientes marinhos, de dgua doce, praias, musgos, liquens e em alguns casos até flores. Contudo,
por dependerem de um filme de dgua ao redor para estarem ativos, devem ser considerados animais
aquaticos (RAMAZZOTI; MAUCCI, 1983). Segundo a lista de Degma, Bertolani e Guidetti (2011),
com base nos trabalhos de Guidetti e Bertolani (2005) e Degma e Guidetti (2007), ja foram descritas
mais de mil espécies de tardigrados diferentes. Contudo, a tendéncia é que cada vez mais espécies

sejam descritas e descobertas. Alguns tardigrados apresentam reproducdo sexuada, porém muitos
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sdo hermafroditos ou se reproduzem partenogenicamente, mesmo aqueles que podem se reproduzir
sexuadamente (BERTOLANI, 2001; MJOLBERG et al., 2011).

Uma das caracteristicas mais marcantes do filo é sua capacidade de entrar em criptobiose,

um estado de “animagdo suspensa”’, frente a condig¢bes adversas extremas. Dependendo da
condigdo, o animal pode entrar em diferentes formas de criptobiose: criobiose (induzida pelo
frio), anidrobiose (induzida pela desidratagdo), osmobiose (induzida por diferencas de pressées
osmoticas) e anoxibiose (induzida pela auséncia de oxigénio (MJOLBERG et al., 2011). O estado
de anidrobiose é o mais estudado, e é o que ocorre naturalmente quando liquens e musgos
desidratam. Neste estado, os animais se contraem em forma de “tun” (similar a um pequeno
barril), podem sobreviver a condi¢oes extremamente drduas, como temperaturas de até -192 °C
(RAMLOV; WESTH, 1992), temperaturas acima de 100 °C por breve periodos (HENGHERR
et al., 2009b), intensas radiagoes (HOKIRAWA et al., 2006), pressoes de até 7,5 GPa (ONO et
al., 2008), exposicdo a alcool (RAMLOV; WESTH, 2001) e sobrevivendo até mesmo ao vacuo
espacial e radiacdo solar, tornando-se um dos poucos seres vivos capazes de tolerar tais condigoes
(JONSSON et al., 2008). Mesmo em estado ativo e hidratado, os animais toleram temperaturas
de -30 °C (HENGHERR et al., 2009a).

Diversos estudos hoje buscam entender como o animal consegue sobreviver a exposi¢oes
tdo severas e depois voltar a atividade. Proteinas de choque de calor, sintese de aglicares como
a trealose e proteinas LEA (“late embryogenesis abundant™) tém sido apontadas como principais
responsaveis por garantir a sobrevivéncia dos animais a desidratagdo e ao congelamento (SCHILL
et al., 2009; JONSSON; SCHILL, 2007; WRIGHT, 2001).

Entre os diversos estados de criptobiose, o mais estudado é o de anidrobiose (BERTOLANTI
et al., 2004). Todavia, os animais somente resistirdo a desidratacdo e entrardo em anidrobiose
de forma correta se a evaporagdo da dgua ao seu redor ocorrer de forma lenta e a umidade do ar
estiver elevada, conforme relatado por Crowe (1972), o qual observou que animais desidratados
a umidades relativas do ar superiores a 75% garantiam maiores indices de sobrevivéncia.

Atualmente, os mecanismos celulares e moleculares que permitem aos animais sobreviverem
a desidratagdo e ao congelamento tém despertado muito a atengdo do ponto de vista biotecnolégico,
ja que o conhecimento de tais sistemas permitiria a preservagao de alimentos, amostras de sangue
e vacinas a temperatura ambiente, e até mesmo evitaria que érgaos e tecidos fossem danificados
em processos de congelamento, aumentando assim sua vida atil (SCHILL et al., 2009). O Projeto
Funktionelle analyse dynamischer Prozesse in Cryptobiotischen Tardigraden (Funcrupta)
desenvolvido na Alemanha, tem como objetivos entender os mecanismos celulares de criptobiose
dos tardigrados, visando a entender processos de estabilizagdo celular. Tal projeto vem rendendo
diversos artigos cientificos sobre o assunto desde 2007 (<http://www.funcrypta.de/www/en/>).

N&o apenas a biotecnologia tem interesse no conhecimento do filo, mas também a

astrobiologia. Por meio do Projeto Tardigrades in Space (Tardis) enviou-se, em 2007, pela primeira
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vez, tardigrados desidratados ao espago, expondo-os ao vacuo espacial e radiagdes solares
intensas. Quando retornaram a terra, estavam vivos e foram capazes de produzir descendentes
férteis JONSSON et al., 2008). Ja um trabalho desenvolvido por Hokirawa et al. (2008) propds o
uso do eutardigrado Ramazzottius varieornatus como modelo de animal multicelular para estudos
astrobiolégicos, em razdo da sua grande capacidade de tolerancia a extremos.

J& em termos de evolugdo, Gabriel et al. (2007) estudaram o tardigrado Hypsibius dujardini,
descobrindo que ele divide muitas caracteristicas com Caaenorhabditis elegans e Drosophila, além de
proporem o uso dessa espécie de tardigrado como modelo para estudos de biologia do desenvolvimento.

E importante ressaltar que as atividades de taxonomia de tardigrados estio constantemente
encontrandonovasespécies e corrigindo erros de classificagdo. Os principais trabalhos taxondmicos
existentes se tratam dos realizados por Ramazzotti e Maucci (1983), Guidetti e Bertolani (2005),
os quais langaram um trabalho com chaves de identificagdo reunindo os animais identificados
desde 1983 até 2005 e o trabalho de Pilato e Binda (2010), no qual se encontram chaves de
identificacdo atualizadas para familias, subfamilias, géneros e subgéneros de tardigrados.

Quanto a alimentagédo de tardigrados, é variada e esta relacionada principalmente com seu
tipo de aparelho bucal e com a disponibilidade de alimentos no local. Normalmente se alimentam
de algas e células vegetais, mas podem também se alimentar de rotiferos, nematoides, leveduras,
bactérias e em alguns casos até de outros pequenos tardigrados (SCHILL et al., 2011). Grandes
tardigrados como Mienesium tardigradum, encontrado em diversas regides do mundo, alimentam-
se quase que exclusivamente de rotiferos e nematoides (GLIME, 2010). Considerando que o
conhecimento a respeito dos hébitos alimentares dos animais é necessario para o estabelecimento
de um sistema de cultivo eficiente, alguns autores realizaram experimentos para a identificagio
dos diferentes tipos de microalgas e vegetais dos quais tardigrados herbivoros se alimentavam, a
exemplo dos trabalhos de Altiero e Rebechi (2001) e Schill et al. (2011).

Nao ha relato de estudos de cultivo ou de desidratacdo dos animais no Brasil. Considerando
que o filo possui tanto aplicagoes em filogenia de metazoas, estudos de evolugdo, interesse
biotecnoldgico e astrobiolégico, o presente trabalho objetivou desenvolver metodologias alternativas
de desidratagdo dos animais, buscando evitar o uso de dessecadores quimicos, e o estabelecimento
de uma cultura de tardigrados em laboratério. O estabelecimento de uma cultura em laboratério é

0 primeiro passo para permitir estudos mais profundos de qualquer natureza sobre o animal.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DE AMOSTRAS E EXTRACAO DE TARDIGRADOS DA NATUREZA

Para a obtencdo de tardigrados da natureza, amostras de liquen e de musgos foram

coletadas de diferentes pontos do Campus da Universidade Federal de Sdo Carlos de Araras. A area
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encontra-se a uma altitude média de 611 m e coordenadas geograficas de 22°18’00"de latitude Sul

e 47°23'03” de longitude Oeste de Greenwich. As amostras de liquens foram retiradas de telhados
préximos ao laboratério, e as amostras de musgo colhidas crescendo sob o muro. As amostras
foram coletadas e imediatamente levadas ao laboratério, onde foram colocadas invertidas em
placas de petri, as quais foram preenchidas com 4dgua destilada e mantidas dessa forma por no
minimo 8 horas, conforme descrito nos trabalhos de Hokirawa et al. (2008) e Otessen e Meier
(1990). Depois de transcorrido o tempo necessario, as amostras foram retiradas e as placas com
a dgua foram analisadas sob estereomicroscépio (Medilux MDL-D54-Tri), realizando-se a coleta

dos animais encontrados com o auxilio de micropipetas.
2.2 SELECAO DE ESPECIES COM POTENCIAL PARA O CULTIVO COM CHLORELLA VULGARIS

Cinco espécies de animais coletados das amostras de liquen e musgos foram escolhidas
para serem alimentadas com a microalga Chlorella vulgaris. As espécies foram selecionadas em
decorréncia da a sua maior abundéncia e distingdo morfolégica entre si. As algas foram cultivadas
em meio de cultura Braun-Grunow (BGN), descrito por Ripka et al. (1979). Para cada espécie,
10 animais foram coletados e colocados em recipientes plasticos (30 mm de didmetro e 25
mm de altura), totalizando cinco recipientes plasticos. Os animais foram deixados quatro dias
sem alimentagdo nos recipientes, para reduzir a coloragdo estomacal. Apds os quatro dias, 50
ul de Chlorella vulgaris decantada foram adicionados aos recipientes, e os animais observados
por uma semana. Para avaliar se os tardigrados se alimentavam da microalga, seus estomagos
eram observados todos os dias, sobre estereomicroscépio e microscopio ético (Olympicus ZX80),

verificando-se se o trato digestivo destes apresentava coloragdo esverdeada (SCHILL et al., 2011).
2.3 TAXONOMIA E IDENTIFICACAO

Apbs a obtengdo de uma espécie que se alimentava de Chlorella vulgaris, ela foi submetida
a andlise taxonomica. Animais foram observados sob microscépio 6ticos, em estado ativo, e
também imobilizados, utilizando-se dgua comercial gaseificada artificialmente (rica em CO,).
Os animais nesse estado ficavam atordoados (anoxibiose), recuperando-se lentamente. Nesse
breve periodo, eram observados e capturados em fotos. Ovos também foram coletados do cultivo
e observados para taxonomia completa da espécie. Os animais foram identificados utilizando-se
as chaves de identificacdo de Ramazzotti e Maucci (1983), Guidetti e Bertolani (2005) e de Pilato
e Binda (2010). Outra espécie de tardigrado, obtido nas amostras de liquens com caracteristicas
morfolégicas bem distintas dos demais tardigrados encontrados também foi submetida a analise

taxondmica, seguindo a mesma metodologia descrita.
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2.4 ESTABELECIMENTO DE UMA CULTURA DE TARDIGRADOS EM LABORATORIO

O cultivo do tardigrado Macrobiotus hufelandi, o qual apresentou afinidade com
Chlorella vulgaris, foi estabelecido inicialmente com cinco animais da espécie, adicionando-
se cerca de 50 ul da microalga decantada em recipientes plasticos de 30 mm de didmetro
e 25 mm de altura, juntamente com cerca de 2 ml de 4gua mineral comercial, a qual era
trocada uma vez por semana. Uma solugdo de Agar—égua (1,5%) foi adicionada ao fundo do
recipiente para evitar que os animais escorregassem sobre a superficie pléstica e tivessem
maior liberdade de locomogdo, conforme relatado por Altiero e Rebechi (2001). Para
evitar que as pequenas quantidades de d4gua evaporassem, foi montada uma cdmara tmida
(Fotografia 1) utilizando-se recipiente plastico com tampa (dimensdes: 12 cm x 12 cm x
4 cm de altura) com algoddo umedecido no fundo, a qual era tampada e mantida sobre
bancada do laboratério em condi¢des ambientes. O cultivo realizado com essa metodologia

foi acompanhado com o auxilio de estereomicroscépio.

Fotografia 1: Camara dmida montada com algoddo imido sob o isopor e os

recipientes plésticos utilizados para o cultivo dos animais a

temperatura ambiente

Fonte: os autores.

2.5 METODOLOGIAS DE DESIDRATACAO ALTERNATIVAS

Para os testes de desidratagao, foi escolhida e coletada uma espécie de tardigrado presente

nas amostras de liquens. Tal espécie foi caracterizada como do género Macrobiotus, e era
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extremamente abundante e facil de coletar, sendo escolhida em razio dessas caracteristicas.
Nao se conseguiu identificar o animal até o nivel de espécie, em decorréncia da auséncia de
ovos para a taxonomia completa.

A primeira metodologia de desidratacdo constou de algoddao umedecido (encharcado
com &gua e espremido para remogdo do excesso), colocado no fundo de recipientes
plasticos (30 mm de didmetro e 25 mm de altura). Suportes de plastico foram colocados
sobre o algodao e grupos de oito animais sobre o suporte plastico, juntos em uma pequena
gota (cerca de 30 ul) com auxilio de micropipeta; por fim, os recipientes plasticos eram
tampados com filme plastico e furados uma Gnica vez ao centro, para permitir a evaporagao
da gota (Fotografia 2).

Fotografia 2 — Unidade experimental, com o suporte plastico e as gotas no centro (A, B). Imagem ampliada da

unidade, em que quatro tardigrados podem ser observados no canto esquerdo da gota (C)

Fonte: os autores.

Foram preparados 10 recipientes com oito animais cada, totalizando 80 animais e 10
repetigbes. Os recipientes foram deixados sobre uma bancada no laboratério por sete dias,
em condigbes ambientes da sala (temperatura média de 24 °C e umidade relativa média de
50%) Transcorrido o periodo, os suportes plasticos foram retirados dos recipientes. Sob um
estereomicroscépio, gotas de dgua destilada foram adicionadas sobre os animais desidratados,
sendo estes acompanhados em sua recuperacdo por trés horas. Foram considerados
sobreviventes animais que apresentavam movimentos coordenados do corpo.

Uma segunda metodologia de desidratagao foi proposta, na qual se eliminou o algodao
umido do processo; a gota contendo os tardigrados foi colocada diretamente no fundo do
recipiente plastico. O recipiente foi coberto com filme pléstico, porém, dessa vez furos ndo
foram feitos no filme, a fim de garantir uma maior umidade relativa dentro do recipiente
por mais tempo (Fotografia 3). Similarmente a primeira metodologia, foram preparados 10
recipientes, cada um contendo oito animais e 10 repeti¢oes. Os recipientes foram deixados

sobre bancada no laboratério, em condigbes ambientes da sala, permanecendo intocados
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por sete dias. Os animais foram reanimados seguindo o mesmo procedimento relatado na
metodologia descrita anteriormente.

Fotografia 3 — Detalhes da segunda metodologia de desidratagdo. Suporte de isopor com os 10 recipientes

gota no recigiente (B)

contendo os animais do teste (A) e imagem da

Fonte: os autores.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EXTRACAO DOS ANIMAIS DA NATUREZA

A metodologia utilizada (Fotografia 4) se mostrou simples e eficiente para a extragdo
dos animais. Na dgua decantada das amostras de musgos e liquens foram observados pedagos
de folhas, terra e diversos outros animais, como anelideos e rotiferos. Depois de localizados,
os tardigrados puderam ser facilmente extraidos com o uso de micropipetas e transferidos
para outros recipientes.

Fotografia 4 — Placa de Petri montada com amostras de liquens (A) e visualizagdo do sedimentado
sob o estereomicroscépio, em fundo preto. Na imagem, trés tardigrados indicados
pelas setas (B)

S St e

Fonte: os autores.
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Na literatura sdo encontrados outros métodos para a separacdo de tardigrados de

amostra, um pouco mais complexos, que buscam uma maior pureza da dgua que sedimenta.
Normalmente fazem uso de peneiras e/ou telas (1 mm de malha) para retirar o excesso de
sedimentos. Nelson (2002) sugere a extragdo de forma simplificada, apenas colocando os
liquens/musgos em agua destilada por um periodo, em seguida agitando-os sobre a dgua
(para soltar os animais agarrados) e apés retirar a amostra, passando esta dgua por uma
peneira. Ludstrom e Svensson (2006) e Vargha et al. (2002) fizeram uso de metodologias

mais complexas, usando além de peneiras, funis, tubos e até centrifugagéo.

3.2 SELECAO DE ESPECIES COM POTENCIAL PARA O CULTIVO COM CHLORELLA
VULGARIS

Das cinco espécies testadas, apenas uma apresentou coloragdo estomacal esverdeada
depois de transcorrido os sete dias (Fotografia 5). Os animais da espécie que consumiram
Chlorella vulgaris foram, entdo, submetidos a andlises taxondmicas e também aos testes para

estabelecimento da cultura em laboratdrio.

Fotografia 5 — Tardigrado com coloragdo estomacal
esverdeada, em raz3o do ao contetido

de clorofila

Fonte: os autores.

3.3 TAXONOMIA E IDENTIFICACAO

A imobilizacdo de animais utilizando-se dgua rica em CO,, metodologia adaptada
do trabalho de Hokirawa et al (2008), permitiu a visualizagdo do animal de forma mais
estdtica durante um breve periodo, facilitando que este fosse fotografado. Todavia, foi
necessério repetir essa pratica diversas vezes para obter uma visualizacdo satisfatéria e boas

fotos. Apesar de se tratar de uma metodologia alternativa em comparagdo com métodos
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de imobilizagdo mais complexos, como alcool polivinil, usado no trabalho de Bartels et al.
(2011), é mais trabalhosa e cansativa.

O animal que apresentou afinidade por Chlorella vulgaris foi identificado como
eutardigrado, pois ndo apresentava armadura protetora, possuia garras duplas do tipo
hufelandi, aparelho bucal com duas macroplacas (sendo a primeira maior e com uma ligeira
constricdo) e uma microplaca, coloragdo transparente quando jovem e cinza/marrom quando
mais velho. Os ovos, brancos, eram depositados livremente, algumas vezes em grupos, e
apresentava ornamentagbes similares a pequenas tagas, caracteristicas que permitiram
identificar o animal como Macrobiotus hufelandi (Fotografia 6).

Uma segunda espécie foi submetida a identificagdo, pois apresentava caracteristicas
contrastantes dos demais tardigrados encontrados no Campus, facilitando sua identificagéo.
O animal apresentava aparelho bucal bem distinto de qualquer outra espécie, com um largo
tubo e seis pequenas papilas em sua ponta, papilas cefdlicas, uma de cada lado da cabega.
Apresentava também grande porte, muito agitado, garras duplas simétricas, com duas garras
adicionais longas e finas sobre as garras duplas. Tais caracteristicas permitiram identificar o
animal como Milnesium tardigradum (Fotografia 7).

Tanto Milnesium tardigradum quanto Macrobiotus hufelandi sdo espécies consideradas
endémicas, facilmente encontradas e com ocorréncia em diversas localidades do mundo.
Assungdo (1999) relata a ocorréncia das duas espécies no estado de Sdo Paulo.

Os trabalhos de taxonomia realizados neste estudo se limitaram ao uso de microscopia
6tica, mas outras metodologias utilizam microscopia eletrénica de varredura e microscopia
de contraste de fase e contraste de interferéncia diferencial (DIC), instrumentos que podem
ser utilizados na identificacdo de espécies que ndo sdo téo facilmente identificdveis como as
duas apresentadas no trabalho. Sdo utilizadas também para a classificagdo de novas espécies,
permitindo a maior captagdo de detalhes, como observado em diversos trabalhos taxonémicos
(DEGMA; MICHALCZYK; KCZMAREK, 2008; KACZMAREK; MICHALCZYK; GUIDETTI,
2006, KACZMAREK et al, 2011; MICHALCZYK; KACZMAREK, 2007; BEASLEY;,
KCZMAREK; MICHALCZYK, 2006).
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Fotografia 6 — Macrobiotus hufelandi (A). Detalhe do aparelho bucal,
com duas macroplacas e uma microplaca, apontadas
pelas setas (B). Ovo do animal obtido da cultura,

com ornamentagoes (C)

Fonte: os autores.

Fotografia 7 — Milnesium tardigradum (A). Imagem das duas Gltimas
pernas do animal. Apontadas pelas flechas estdo as
garras duplas em cada perna com uma longa e fina
garra anexa (B). Aparelho bucal com tubo largo,
com papilas na regido terminal da boca e papilas
cefélicas, ambas apontadas pelas flechas (C)

Fonte: os autores.
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3.4 ESTABELECIMENTO DA CULTURA DE TARDIGRADOS

Os primeiros resultados do cultivo de tardigrados em laboratério demonstraram que, apds cerca
de duas semanas, o excesso de alga adicionado aos recipientes de cultivo dificultou a manipulagdo dos
animais e a coleta dos ovos, pois estes se encontravam na maioria das vezes no interior dos aglomerados
de Chlorella vulgaris. Além disso, em decorréncia da falta de troca do alimento antigo, observou-se que
as algas adicionadas inicialmente comegaram a apresentar coloragdo palida, com excesso de fungos
e bactérias, fazendo com que os animais entrassem frequentemente em anoxibiose (criptobiose em
razdo da falta de oxigénio dissolvido). Observou-se também que o 4gar utilizado como substrato para
locomogéo se rompia facilmente durante a manipulacdo dos animais, além do fato de alguns animais
ficarem presos entre o dgar e as paredes do recipiente pléstico. Problemas com o uso de 4gar como
substrato de locomogao também foram relatados por Suzuki (2003).

Decidiu-se, portanto, neste trabalho, eliminaro 4gar dos recipientes, j4 que os animais selocomoviam
relativamente bem no fundo pléstico. As trocas de dgua foram intensificadas, sendo realizadas a cada
dois dias, a fim de remover o excesso de contaminantes e aerar melhor a cultura. Juntamente com a
agua, grande parte da C.vulgaris era trocada, evitando o desenvolvimento de fungos e bactérias.

Em decorréncia da frequente troca de alimento, menores quantidades de microalgas eram
adicionadas por vez na cultura. Decidiu-se utilizar uma metodologia similar & proposta por Hokirawa
et al, (2008). A cada troca eram adicionados 60 ul de uma suspenséao de C. vulgaris, com concentragdo
de cerca de 5x10° células/ml. Tal quantidade constituiu-se alimento o suficiente para breves periodos de
alimentacdo dos animais e ndo forma grandes aglomerados, permitindo f4cil captura dos animais, coleta
dos ovos, troca do alimento velho e também evitou que um excesso de matéria orgdnica morta propiciasse
o desenvolvimento exagerado de bactérias e fungos. Ainda assim é recomendada a transferéncia de todos
os animais e ovos para novos recipientes limpos e higienizados a cada uma ou duas semanas, para que
os animais se mantenham frequentemente ativos e em crescimento.

Tal procedimento tem apresentando bons resultados, ndo sendo mais observada a entrada
dos animais em anoxibiose. O acompanhamento da cultura permitiu observar que apés 12 dias
das posturas dos ovos, os primeiros filhotes haviam nascido. Os primeiros adultos mortos foram

vistos apds 92 dias do inicio da cultura.
3.5 METODOLOGIAS ALTERNATIVAS DE DESIDRATACAO

Na literatura sdo relatadas diversas metodologias de desidratagdo, além dos pardmetros de
sobrevivéncia adotados. Ludstrom e Svensson (2006) testaram duas espécies, deixando os animais
por 48 horas em dessecadores, observando-os por trés horas e considerando como vivos aqueles com
qualquer sinal de movimento, obtendo sobrevivéncia maxima de cerca de 65 e 76% para as diferentes

espécies. Hokirawa et al. (2008) deixaram os animais por 48 horas em umidade relativa de 85%, depois
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em umidade relativa 0% por 10 dias, observando-os por 24 horas apés a hidratacdo e considerando
vivos apenas aqueles com capacidades de locomocao. Nesse caso, fez-se uso de animais pré-cultivados,
e obteve-se indices de sobrevivéncia acima dos 90%. Jénsson et al. (2008) mantiveram duas espécies de
animais por 12 dias, em dessecador com umidade relativa de 65%, considerando como vivos aqueles
com qualquer sinal de movimento, e obtiveram indices de sobrevivéncia de 40 e 66%. Ja Bertolani et
al. (2004) consideraram como sobreviventes apenas animais com movimentos coordenados do corpo.

No presente trabalho, como j& mencionado, os animais foram observados por trés horas e
considerados como sobreviventes aqueles que apresentavam movimentos coordenados do corpo.
Os resultados da primeira e da segunda metodologia de desidratagdo foram dispostos em forma
de gréfico (Grafico 1).

Na primeira apesar de uma sobrevivéncia relativamente elevada (77,73%), alguns animais se
locomoveram para fora do suporte pléstico, caindo no algodéo imido, gerando uma perda de 18,75%
de animais, em média, por experimento. Quanto a segunda metodologia de desidratacdo testada,
o problema com animais perdidos foi resolvido, porém, a taxa de sobrevivéncia, de 70% néo foi tdo
elevada como a metodologia anterior. Todavia, trata-se de uma metodologia relativamente simples
e rapida de executar. Além disso, o indice de sobrevivéncia de 70% é similar aos encontrados por

Ludstrém e Svensson (2006) e Jonsson et al. (2008), estando portanto dentro de limites aceitaveis.

Gréfico 1 — Sobrevivéncia dos animais apds a primeira e a segunda metodologia de desidratacdo (A) e animais

desaparecidos (B). As barras de erro indicam o desvio padrao nas 10 repeticdes realizadas
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Fonte: os autores.

Vale ressaltar que nas duas metodologias, pequenos detritos (pedacos de terra e de liquen)
provenientes da coleta dos animais da natureza acabaram juntos com os animais nos recipientes plasticos do
experimento. Boa parte dos animais se agrupava ao redor destes detritos (Fotografia 8), pois provavelmente
estes ajudavam um pouco na manutengao da umidade por um perfodo mais longo, aumentando a chance

de sobrevivéncia dos tardigrados. Tal fenémeno também foi relatado por Crowe (1972).
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Fotografia 8 — Trés tardigrados em anidrobiose,
em razdo da desidratagio,
agrupados préximos a um

pedaco de terra

Fonte: os autores.

4 CONCLUSAO

Conseguiu-se estabelecer com sucesso um cultivo do tardigrado Macrobiotus hufeland;,
utilizando-se Chlorella vulgaris como alimento, adicionando-se quantidades controladas de alga
e 4gua, e realizando a troca da 4gua e alimento a cada dois dias. Quando necessério os animais
e os ovos devem ser transferidos para novos recipientes mais higienizados. As metodologias
de desidratagdo apresentadas demonstraram bons resultados, similares aos encontrados pela
literatura, podendo constituir-se de alternativas mais simples para estudos de anidrobiose com os
animais, nos casos de néo se dispor de um dessecador quimico. Espera-se de uma forma geral que
este trabalho auxilie futuros trabalhos com tardigrados no Brasil.
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